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Methode de diagnostic seroloqique comprenant un controle positif de 
Introduction d'un serum humain a tester 

La presente invention concerne une methode de diagnostic des maladies 
5 infectieuses humaines. Plus particulferement, elle conceme le domaine du 
diagnostic indirect par serologie. Une des methodes de laboratoire pour le 
diagnostic des maladies infectieuses humaines est la serologie microbienne. II 
s'agit d'une m6thode de diagnostic indirect qui repose sur la recherche dans le 
serum du patient d'anticorps specifiques de I'agent microbien infectieux, a savoir 
10 une bact6rie, un virus, un parasite ou un champignon responsable d'une 
pathologie (designes ci-dessous "microbe"). Cette methode de diagnostic est 
primordiale pour le diagnostic des infections a microorganisme de culture et 
d'identification difficile, en particulier les virus et les bacteries intracellulars 
strictes et les bacteries intracellulars facultatives des genres Rickettsia, Coxiella, 
15 Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, Borrelia, 
et Leptospira par exemple. 

Techniquement, la serologie microbienne consiste a detecter dans le 
serum du patient une reaction antigene - anticorps dans laquelle Pantigene est 
represents par tout ou fraction de I'agent microbien infectieux a detecter et 
20 I'anticorps est represents par les immunoglobulines humaines specifiques dudit 
agent microbien infectieux presentes dans le serum du patient. Elle peut etre 
quantifiee en testant successivement une serie de dilutions croissantes de raison 
2 ou de raison 10 du serum du patient. 

Classiquement, une methode de diagnostic serologique comporte plus 
25 particulierement les etapes suivantes : 

1. depot de I'antigene sur un support solide tel que des microbilles de latex, 
notamment dans la technique de detection par agglutination dans laquelle des 
microbilles de latex sont recouvertes par Tantigdne microbien a tester, et sont 
agglutinees les unes aux autres par le serum de patient presentant des 
30 anticorps specifiques, cette agglutination etant visible k I'ceil nu ; ou une lame 
de verre, ou microplaque de filtration pour les techniques de detection par 
immunofluorescence ou par technique enzymatique, notamment du type 
ELISA "Enzyme Linked Immunosorbent Assay" ou une feuille de nitrocellulose 
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ou de nylon pour les techniques de detection du type Western-blot. Dans 
laquelle les antigenes microbiens separes par electrophorese puis transferes 
sur un support solide (feuille de nitrocellulose ou de nylon) reagissent 
separement les uns des autres avec le serum du patient.Ces techniques de 
5 detection sont bien connues de I'homme de Tart, 

2. d6complementation du serum par chauffage a 56°C pendant 30 minutes, 

3. mise en contact de I'antigene correspondant a I'agent microbien infectieux, 
avec le serum du patient, puis incubation sous des conditions de temps, de 
temperature, d'hygrometrie, d'agitation mecanique et de force ionique du 

10 milieu permettant la reaction antigene — anticorps, 

4. lavage precautionneux et extensif permettant d'eliminer le serum du patient 
non-fixe au support solide, en exces 

5. application d'un anticorps secondaire de detection qui est une 
immunoglobuline anti-immunoglobuline humaine, notamment une 

15 immunoglobuline de chevre conjuguee a une substance fluorochrome, 
generalement de Nso-thio-sulfate de fluoresceine ou une enzyme, 
generalement une peroxydase et incubation sous des conditions de temps, de 
temperature, d'hygrometrie, d'agitation m6canique et de force ionique du 
milieu permettant la reaction antigene — anticorps, 
20 6- lavage precautionneux et extensif permettant d'eliminer immunoglobuline 
conjuguee, non fixee, en exces, 
7. detection d'une reaction par lecture a I'aide d'un appareillage tel qu'un 
microscope a fluorescence pour la technique d'immunofluorescence indirecte, 
ou un lecteur de densite optique pour la technique de detection enzymatique 
25 du type ELISA. La lecture de la reaction Western-Blot se fait a Tceil nu, ou 
apres acquisition numerique du gel et analyse par un logiciel de densitometrie. 
Chacune de ces etapes peut etre une source d'erreurs de manipulation qui 
resultent en une absence de reaction antigene-anticorps et done a une reaction 
faussement negative. Une erreur de manipulation aboutit done eventuellement a 
30 interpreter comme negative une reaction qui est en realite positive (faux-negatif). 
Une erreur frequente dans la realisation des tests serologiques, notamment pour 
les tests serologiques en batterie realises sur un grand nombre de serums a 
tester, est due a des defauts dans introduction des serums a tester, notamment 
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par pipetage. Ces erreurs interviennent notamment dans les etapes qui impliquent 
le emplacement de I'echantillon a tester, notamment par pipetage, certains 
recipients, notamment contenant le support solide sur lequel est depose 
I'antigene k ddtecter, peuvent ne pas etre remplis par inadvertance avec le serum 
5 humain k tester. II est connu que le pipetage de serum est entach6 d'un risque 
d'erreurs de 1%o, liee a un probldme purement technique par absence de pipetage 
par la pipette, ou a une erreur humaine par absence de pipetage par 
inadvertance. 

Ces erreurs imposent ('introduction de controles dans la realisation de la 

10 reaction, ^incorporation systematique au cours de chaque nouvelle manipulation 
d'un serum temoin negatif e'est a dire ne contenant pas d'anticorps specifiques de 
I'antigene a tester permet d'interpreter les reactions positives. De meme, 
Tincorporation d'un serum temoin positif, e'est a dire contenant Tanticorps 
specifique de I'antigene teste k un titre connu permet de verifier la qualite de 

15 I'antigene et de I'immunoglobuline conjuguee. 

Cependant, il n'existe actuellement aucun controle de ce que le serum a 
tester a bien ete introduit dans le test serologique. Or, si par inadvertance, le 
serum a tester n'est pas introduit dans le test serologique, Ja reaction antigene 
bacterien-anticorps serique n'existera certainement pas, et le test sera interprets, 

20 faussement, comme negatif (faux-negatif). 

La proteine A est un polypeptide de 42 kDa, et est un constituant de la 
paroi des souches de Staphylococcus aureus, des proteines similaires mais 
differentes sont caracterisees a la surface des bact§ries du genre Streptococcus 
[Langone J.J. Adv. Immunol. 1982, 32 : 157-251]. 

25 II est connu qu'une fraction de la paroi de Staphylococcus aureus se lie aux 

immunoglobulines humaines et que la proteine A est le constituant de la paroi de 
Staphylococcus aureus qui se lie au serum humain [Forsgren A. and J. Sjoquist. 
J. Immunol. 1966, 97:822-827], et plus particulierement a I'extremite Fc des 
immunoglobulines humaines. La proteine A dispose de quatre sites de liaison a 

30 I'extremite Fc des immunoglobulines, dont deux sites de fixation mobilisables lors 
d'une meme reaction antigene-anticorps. L'analyse cristalline de cette reaction a 
ete realisee [Deisenhofer J. Biochemistry 1981, 20: 2361-2370]. L'affinite de la 
proteine A pour les differents serums animaux a ete etudiee [Kronvall G. Seal US, 
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Finstad J., Williams RC Jr. J. Immunol. 1970 104: 140-147 ; Richman DD, 
Cleueland PH, Oxman MN, Johnson Km. J. Immunol. 1982 128: 2300-2305] et 
cette proteine A presente une affinite pour les serums d'origine animate, 
notamment le cheval, les bovins, le cochon, le lapin, le cobaye, la souris ; a un 
5 moindre degre le hamster, le rat et le mouton. En revanche, le serum de poussin 
et de chevre ne reagissent pas avec la proteine A. 

Staphylococcus aureus a dej& ete introduit comme antigene pour la 
detection dans des tests serologiques d'anticorps specif iques [Ryding U, 
Esperson F, Soderquist B, Christensson B. Diag. Microbiol. Infect. Dis. 2002, 42 : 
10 9-15]. Les travaux publies ont montre Pabsence de specif icite de ces tests. 

L'objet de la pr6sente invention est Pintroduction d'un controle 
d'introduction du s§rum a tester au cours des reactions de serologies 
bacteriennes. 

Les inventeurs ont decouvert de fagon fortuite lors d'un travail serologique 

15 chez des patients presentant une endocardite, que les serums de ces patients 
reagissaient tous contre Staphylococcus aureus et ils ont demontre, selon la 
presente invention, qu'il s'agissait la d'une propriete generate, a savoir que la 
reaction d'un serum humain avec un antigene contenant la proteine A n'etait pas 
alteree dans le cas de serum humain de pathologie, infectieuse, y compris les 

20 pathologies infectieuses modifiant le plus fortement le taux et la nature des 
immunoglobulines secretees telles que les maladies virales impliquant les virus 
V.I.H., C.M.V. ou encore Epstein-Barr. En effet, s'il etait connu que la proteine A 
se liait a tout serum humain normal, il n'etait pas connu que cette propriete etait 
conservee pour des serums humains pr6leves chez des patients presentant 

25 differentes pathologies infectieuses. II n'etait pas non plus connu que le 
Staphylococcus aureus pouvait remplir ce role de « porteur » de proteine A au 
cours des reactions de serologie bacterienne. 

La presente invention consiste done, essentiellement, a introduire un 
antigene contenant la proteine A et notamment, introduire une bacterie 

30 Staphylococcus aureus a titre d'antigene de controle que Pechantillon k tester 
contient bien un serum d'origine humaine et a detecter une reaction antigene- 
immunoglobuline humaine avec une substance specifique. 
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Les inventeurs ont en effet d§couvert que dans la mesure ou la proteine A 
reagit avec des immunoglobulines humaines de fagon non specifique, et ce meme 
en cas de pathologie infectieuse importante, il est possible d'utiliser cette proteine 
A comme controle positif de Introduction d'un serum humain dans Techantillon a 
5 tester, puisque d'autre part la proteine A ne reagit pas avec certains anticorps. 

Plus precisement, la pr6sente invention fournit une methode de diagnostic 
serojogique in-vitro dans laquelle on detecte la presence d'anticorps specifiques 
d'un agent microbien infectieux dans un echantillon a tester, caracterisee en ce 
que Ton controle que ledit echantillon a tester contient un serum humain en 
10 detectant si des immunoglobulines humaines reagissent avec un antigene 
contenant la proteine A d'une bacterie Staphylococcus aureus. 

Plus particuli&rement, on realise les etapes dans lesquelles : 

- on fait reagir I'echantillon a tester avec un premier antigene (AgO comprenant la 
proteine A, de preference tout ou partie d'une bacterie Staphylococcus aureus 

15 comprenant la proteine A, et 

- on detecte la presence d'un produit de reaction antigene-anticorps (Ag^Aci) 
dans lequel Panticorps (Aci) est une immunoglobuline humaine, en faisant r6agir 
ledit produit de reaction avec une substance de detection qui est une substance 
reagissant avec une immunoglobuline humaine et ne reagissant pas avec ledit 

20 premier antigene. 

Par "detection dMmmunoglobuline humaine reagissant avec un antigene 
contenant la proteine A u , on entend que Ton est capable de determiner un seuil de 
dilution de Techantillon a tester contenant un serum humain, et plus 
particulierement, un seuil de dilution de serum humain a tester, seuil au dela 

25 duquel on ne detecte plus ladite immunoglobuline humaine ayant reagit avec ledit 
antigene comprenant la proteine A compte tenu de la methode de detection mise 
en oeuvre. 

Dans un mode prefere de realisation, on realise les etapes suivantes dans 
lesquelles : 

30 a) on depose sur un support solide ledit premier antigene comprenant la proteine 
A (Ag^ et un ou plusieurs autres seconds antigenes (Ag 2 ) qui sont 
caracteristiques d'un agent ou respectivement plusieurs agents infectieux 
microbiens et 
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b) on fait reagir les dits premiers (Agi) et seconds (Ag 2 ) antigenes avec un 
echantillon de s6rum k tester, et 

c) on detecte si une immunoglobuline humaine (Aci) r6agit avec ledit premier 
antigene (Ag^ en faisant r6agir le produit de la reaction (Agi-Aci) avec un 

5 anticorps secondaire de detection (AC2) qui est une immunoglobuline anti- 
immunoglobuline humaine marquee qui ne reagit pas avec la prot6ine A. 

Dans un mode de realisation avantageux, ledit premier antigene est une 
bacterie entiere Staphylococcus aureus comprenant la proteine A. On peut plus 
particulierement utiliser les bacteries Staphylococcus aureus deposees dans les 
10 collections publiques telles que les bacteries deposees a rA.T.C.C. sous le 
N°29213 et k la C.N.C.M. de Plnstitut Pasteur (France) sous le numero 65.8T. 

Par ailleurs, en dehors des souches-types, toute souche bacterienne 
identifiee comme Staphylococcus aureus peut etre utilisee comme antigene Ag^ 
Avantageusement encore, on detecte la presence d'un dit produit de la 
15 reaction avec une immunoglobuline anti-immunoglobuline humaine qui est une 
immunoglobuline d'origine animate, de preference, une immunoglobuline de 
chfevre ou de poussin. 

Comme support solide, on peut utiliser tout dispositif adapte . a la 
manipulation de suspensions cellulaires et bacteriennes et notamment des tubes, 
20 des lames de verre, des tubes Bijoux ou des plaques rigides de microtitrage en 
polyethylene, polystyrene, chlorure de polyvinyle ou nitrocellulose comportant des 
micropuits. 

Comme type de marquage de rimmunoglobuline anti-humaine, on utilise 
done avantageusement un marquage enzymatique, radioactif ou fluorescent, ce 
25 dernier type de marquage etant prefere. 

L'expression « marquage fluorescent » signifie que Tanticorps a ete rendu 
fluorescent par couplage ou complexation avec un agent fluorescent approprie tel 
que riso(thio)cyanate de fluoresceine. 

L'expression « marquage radioactif » signifie que Panticorps porte un 
30 isotope radioactif permettant de le doser par comptage de la radioactivite qui lui 
est associee, I'isotope pouvant etre porte soit sur un element de la structure de 
Panticorps, par exemple les residus de tyrosine constitutifs, soit sur un radical 
approprie qui lui a ete fixe. 
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[.'expression « marquage enzymatique » signifie que Panticorps specifique 
est couple ou complex^ a une enzyme qui, associee a Pemploi de reactifs 
appropries, permet une mesure quantitative de cet anticorps specifique. 

Le substrat et les reactifs sont choisis de sorte que le produit final de la 
5 reaction ou de la sequence de reactions provoquee par Penzyme et mettant en 
ceuvre ces substances soit : 

- ou bien une substance coloree ou fluorescente qui diffuse dans le milieu 
liquide environnant Pechantillon teste et qui fait I'objet, soit de la mesure finale 
spectrophotometrique ou fluorimetrique, respectivement, soit d'une evaluation a 

10 Poeil ; eventuellement par rapport a une gamme de teintes etalonnees, 

- ou bien une substance coloree insoluble qui se depose sur Pechantillon 
teste et qui peut faire' Pobjet, soit d'une mesure photometrique par reflexion, soit 
d'une evaluation a Poeil, eventuellement par rapport & une gamme de teintes 
etalonnees. 

15 Lorsque Pon utilise une immunoglobuline rendue fluorescente, la 

fluorescence associee a Pechantillon teste est lue directement sur un appareil 
approprie. 

Lorsqu'on utilise une sonde radioactive, comme par exemple Piode 125, la 
radioactivite associee a Pechantillon teste est completee dans un compteur 
20 gamma selon toute modalite appropriee et par exemple apr§s solubilisation des 
cellules par une solution alcaline (par exemple une solution de soude) et 
recuperation de la solution contenant la radioactivite a Paide d'un tampon 
absorbant. 

Lorsque Pon utilise une enzyme sur Panticorps specifique, Papparition d'un 
25 produit colore ou fluorescent est obtenue en ajoutant une solution contenant le 
substrat de Penzyme et un ou plusieurs reactifs auxiliaires permettant d'obtenir 
finalement comme produit de reaction, soit un produit colore soluble dans le 
milieu, soit un produit colore insoluble, soit un produit fluorescent soluble, comme 
cela a ete explique precedemment. On mesure ensuite le signal lumineux 
30 provenant des echantillons ainsi traites, a Paide de Pappareillage adapte a chaque 
cas : photometre en transmission, ou en reflexion ou fluorimetre respectivement. 
Alternativement, on peut aussi evaluer a Poeil la coloration obtenue, en s'aidant 
eventuellement d'une gamme de solutions colorees etalonnees. 
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En utilisant comme enzyme la phosphatase alcaline, le couplage de cette 
enzyme avec Panticorps specifique est effectue selon la methode proposee par 
Boehringer Mannheim-Biochemica. Les substrats preferentiels de cette enzyme 
sont le paranitrophenylphosphate pour une lecture fluoromdtrique ou le bromo-5 
5 chloro-4-umbelliferyl phosphate pour une lecture fluorom^trique ou le bromo-5 
chloro-4 indoIyl-6 phosphate pour obtenir un produit de reaction colore insoluble. 
On peut de meme utiliser comme enzyme la J3-galactosidase dont les substrats 
preferentiels sont Porthonitroph6nyl p-D-galactropyranoside ou le methyl-4 
umbelliferyl p-D-galactopyranoside. 

10 Pr6ferentiellement, on peut coupler les anticorps specif iques a la 

peroxydase. Dans ce cas ; le procede de couplage est derive de celui decrit par 
M.B. Wilson et P.K. Nakane in Immunofluorescence and related staining 
techniques, W. Knapp, K. Kolubar, G. Wicks ed. Elsevier/North Holland. 
Amsterdam 1978, p. 215-224. 

15 Les reactifs utilises pour reveler la peroxydase conjugu6e aux anticorps 

specifiques contiennent de Peau oxygenee, sustrat de Penzyme, et un 
chromogene approprie par exemple de Porthophenylenediamine ou Pacide azino- 
2-2' bis (ethyl-3 thiazoline sulfonique-6) ou ABTS pour obtenir un produit final de 
reaction colore et soluble dans le milieu ou bien la diamino-3,3 1 benzidine ou 

20 Pamino-3 ethyl-9 carbazole ou le chloro-4 a-naphtol pour obtenir un produit final 
de reaction insoluble, ou bien Pacide parahydroxyphenyl propionique pour obtenir 
un produit de reaction fluorescent soluble dans le milieu. 

Un autre mode de realisation de Pinvention est Putilisation 
d'immunoglobuline couplee a ('acetylcholinesterase. 

25 L'acetylcholinesterase est couplee & Panticorps en utilisant 

preferentiellement un procede derive de celui decrit dans le brevet franpais n° 2 
550 799 ou un procede qui comporte schematiquement la preparation de 
fragments de Panticorps par une technique connue, la modification de Penzyme 
par reaction avec un agent heterobifonctionnel approprie et enfin le couplage des 

30 produits ainsi obtenus. D'autres precedes connus de construction de conjugues 
immunoenzymatiques peuvent aussi etre utilises dans ce cas. 

La revelation de Pactivite enzymatique specifiquement liee a Pantigene 
reconnu par le conjugue a Pacethylcholinesterase est realis6e de preference 



WO 2004/005932 PCTYFR2003/002050 



selon la technique bien connue qui emploie Pacethylthiocholine comrne substrat 
de I'enzyme et le reactif d'Ellman, ou acide dithio-5,5' nitro-2 benzoTque comrne 
chromogene, selon toute variante adaptee au cas examine, par exemple celle 
d6crite par Pradelles et al., dans Anal. Chem. 1985, 57 :1 170-1 173. 
5 Plus particulierement encore, on realise une serie de tests a des dilutions 

de I'echantillon a tester croissantes et on met en oeuvre une substance de 
detection (Ac 2 ) qui est une immunoglobuline conjugude a une substance 
fluorescente, et on verifie si Ton detecte par fluorescence un produit de reaction 
(Ag 1 -Ac 1 -Ac 2 ) & une dilution de I'echantillon a tester inferieure ou egale a 1/200 6me 

10 , plus exactement 6gale a la dilution seuil utilisee pour la detection de I'antigene 
Ag 2 , c'est a dire la plus petite dilution a partir de laquelle I'echantillon de s6rum 
peut donner lieu a la detection d'une reaction contre les antigenes specifiques 
Ag 2 , cette dilution seuil etant variable en fonction du pathogene et de la methode 
de detection et etant generalement comprise entre 1 :4 et 1 :200. Comrne 

15 mentionne precedemment, pour chaque methode de detection, on peut 
determiner un titre en anticorps (Ac 2 ) donne, c'est a dire un seuil de dilution du 
serum a tester donne, au dela duquel on ne detecte plus ledit anticorps (Ac 2 ) se 
liant a la proteine A. 

Comrne montre dans les exemples qui vont suivre dans le cas d'une 

20 methode de detection par immunofluorescence, il est demontre que tout serum 
humain incorpore dans une reaction d'immunofluorescence indirecte a une 
dilution inf§rieure ou egale a 1/200 6me presente une reaction contre 
Staphylococcus aureus, c'est a dire que le titre en anticorps anW-Staphylococcus 
aureus est d'au moins 1/200 feme . 

25 Dans un mode de realisation particulier, ledit agent microbien infectieux 

consistant dans ledit deuxieme antigene est choisi parmi des micro-organismes 
comprenant une bacterie, un virus, un parasite ou un champignon. 

Plus particulierement, ledit deuxieme antigene est une bacterie 
intracellular, et notamment, ledit deuxieme antigene est choisi parmi les 

30 bacteries du genre Rickettsia, Coxiella, Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, 
Chlamydia, Mycoplasma, Treponema, Borrelia, et Leptospira, cette liste n'etant 
pas exhaustive. 
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Plus particulferement encore, ledit deuxfeme antigfene correspondant a une 
bacterie est responsable d'une endocardite. 

Dans un autre mode de realisation, ledit deuxidme antigene est un 
antigdne viral, notamment un virus choisi parmi les virus H.I.V., C.M.V. ou 
5 Epstein-Barr. 

La presente invention a 6galement pour objet une trousse de diagnostic 
utile pour la mise en oeuvre d'une methode selon invention qui comprend au 
moins un controle positif de introduction d'un serum humain dans I'echantillon & 
tester comprenant un dit premier antigene comprenant la proteine A et des 
10 reactifs permettant de detecter la presence d'un produit de reaction dudit premier 
antig&ne avec une immunoglobuline humaine. 

Plus particulierement, la trousse de diagnostic comprend : 

- un support solide sur lequel on a depose un dit premier antig&ne comprenant la 
proteine A et un dit deuxieme antigene correspondant a un agent microbien 

15 infectieux a detecter, et une substance de detection d'un produit de reaction dudit 
premier antigene avec une immunoglobuline humaine comprenant une 
immunoglobuline anti-immunoglobuline humaine marquee qui ne reagit pas avec 
la proteine A, de preference, une immunoglobuline anti-immunoglobuline humaine 
qui est une immunoglobuline de chevre ou de poussin marquee avec un 
20 marquage fluorescent. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaltront a la lumiere des exemples qui vont suivre. 

Les figures 1A, 1B et 1C represented des tests de serologie bacterienne 
realises par la methode d'immunofluorescence indirecte illustrant Tinvention. 
25 1 . Protocole de la methode serologique 
1 ) Echantillons 

Les echantillons testes comprennent : 

- serum de personne donneur de sang (n=100), 

- serum de patient presentant une endocardite (n=400), 

30 - serum de patient presentant la maladie des griffes du chat due a la bacterie 
Bartonella henselae, et 

- serum de patient presentant une infection aigue a Coxiella burnetii (n=50), 
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- serum de patient presentant des infections diverses (virus Epstein-Barr, infection 
V.I.H., infection a C.M.V.) (n=50) 

Le serum est decomplemente par chauffage a 56°C pendant 30 minutes, il 
peut etre conserve a 4°C si I'analyse est differee. 
5 2) Materiel 

- Lame DIN A TECH® 1 8 puits 

- Microplaque en U pour dilution ref : Elvetec® 025085096 

- Microscope a fluorescence 

3) Reactifs 

10 - Temoin positif par antigene 

- Colle Fluoprep ref : Biomerieux 75521 conservation a 20°C 

- 1 0 aliquots d'antigenes : Staphylococcus aureus ATCC 29213, Rickettsia 
conorii ATCC VR-141, Rickettsia slovaca, Rickettsia typhi ATCC VR-144, 
Coxiella burnetii Souche Mine Mile ATCC VR-616, Francisella tularensis 

1 5 A TCC 15482 Conserves a -30°C. 

- Bartonella henselae ATCC 49882, Bartonella quintana ATCC 49793, 
Bartonella clarridgeae (souche deposee, collection Unite des Rickettsies, 
Faculty de medecine, Marseille), Bartonella, massilae (souche deposee, 
collection Unite des Rickettsies, Faculte de medecine, Marseille). Conserves a 

20 4°C. 

- Anticorps de detection ; immunoglobuline de chevre anti-immunoglobuline 
humaine IGH (Fluoline-H, bioMerieux sa, Marcy I'Etoile, France). 

4) Preparation des reactifs 

- Les lames doivent etre degraissees dans I'alcool methyiique 2 h minimum, 
25 idealement toute la nuit. 

- Preparation des antigenes 

Apres decongelation et mise a temperature ambiante, dilution au Vz dans du 
PBS sterile (conservation a 4°C). On s'assure au prealable de la qualite du lot 
d'antigene en le testant par un serum temoin (c'est a dire a concentration 
30 d'anticorps connue) afin de determiner la dilution optimale d'utilisation de cet 
antigene. 

5) Preparation des lames 
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- On depose les antigenes sur les spots des lames degraissees a I'aide d'une 
plume differente pour chaque antig^ne. Ces plumes sont rincees, essuyees et 
s6chees apres chaque utilisation. 

- La premfere lame de depistage doit comprendre les antigenes suivants, 
5 toujours deposes dans la meme position a partir du haut et dans le sens des 

aiguilles d'une montre : Staphylococcus aureus, Coxielfa burnetii, Rickettsia 
slovaca, Rickettsia conorii, Rickettsia typhi On fixe les lames 10 mn dans 
acetone. 

- La deuxieme lame de depistage doit comprendre les antigenes suivants, 
10 toujours deposes dans la meme position a partir du haut et dans le sens des 

aiguilles d'une montre : Staphylococcus aureus, Bartonella henselae, 
Bartonella clarridgeae, Bartonella quintana, Francisella tularensis et B. 
massiliae au milieu. Fixer les lames 10 mn dans Talcool methylique. 

- Rappel : la lecture au microscope sera inversee. 
15 6) Dilution des serums a tester. 

Les serums doivent etre decomplementes, numerates et enregistres dans 

Tinformatique. 

. Preparation des dilutions . 

Trois dilutions 1/25, 1/50, 1/100 sont systematiquement realisees dans du 
20 PBS lait (pour LCR dilution 1/2, 1/4, 1/8, pour piqure de tiques 1/8) 
. Depot des dilutions : 

- 30 pi de chacune des 3 dilutions de chaque patient les unes sous les autres. 

- Le premier spot de la lame est reserve au temoin positif constitue par un pool 
de serums positifs connu pour chacun des antigenes testes. 

25 - Le dernier spot de la lame est reserve au temoin negatif (PBS lait). 
On laisse incuber 30 minutes a 37°C en atmosphere humide. 

7) Rin9age des lames 
On lave les lames avec un jet de PBS et dans des bains de PBS tween, puis de 
I'eau distillee, 

30 8) Depot des Immunoglobulines 

Preparation : IgH fluorescente totale a diluer dans le PBS lait avec une goutte de 
bleu evans au 1/400 (sous reserve que la dilution ait ete testee a Pouverture du 
flacon selon la procedure developpee au point n°4. On depose 30pl sur dhaque 
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spot. On laisse incuber 30 minutes a 37°C en atmosphere humide puis on rince 
selon meme procedure que decrite prec^demment. 

9) Montage des lames 

. On depose 3 gouttes de Fluoprep® sur les lames seches. On depose une 
5 lamelle sans la bouger et on laisse le Fluoprep® diffuser sur toute la lame. On 
met a I'abri de la lumi&re jusqu'a la lecture. 

1 0) Lecture 

Elle est realisee sur le microscope a fluorescence. La lecture au microscope sera 
invers6e par rapport au depot. On note toutes les positives sur votre feuille de 
10 paillasse. 

2. Resultats 

Une serie de serum a ete collectee chez des personnes donneurs de sang 
(temoins de la population generate) (n = 100) et chez des patients presentant une 
endocardite (n = 400), une maladie des griffes du chat due a la bacterie 

15 Bartonella henselae (n = 50), une infection aigue a Coxiella burnetii (fievre Q 
aigiie) (n = 50), ou des infections diverses caracterisees par une augmentation 
polyclonal, non-specifique de taux des immunoglobulines seriques (infection a 
virus Epstein-Barr, infection a V.I.H., infection a C.M.V.) (n = 50). 

Ce test serologique a montre un titre d'anticorps anti- Staphylococcus 

20 aureus 1 :400 chez 100% des patients presentant une endocardite, et un titre de 
1 :200 chez 100% des autres patients ainsi que chez les donneurs de sang. 

Une manipulation controle a ete realisee sur 10 tests dans lesquels 
I'echantillon a tester contenait uniquement rimmunoglobuline conjuguee de 
detection et dans lesquels le serum de patient a ete volontairement omis. Aucune 

25 fluorescence n'a ete detectee sur ces 10 echantillons confirmant I'absence de 
reaction de rimmunoglobuline de chevre avec la proteine A. Ces resultats 
demontrent que tout serum humain incorpore dans une reaction 
d'immunofluorescence indirecte a une dilution <1 :200 presente une reaction 
contre Staphylococcus aureus ; et que cette reaction n'est pas alter6e par les 

30 pathologies infectieuses, y compris les pathologies infectieuses induisant une 
hypergammaglubulinemie polyclonale et done une modifiant fortement le taux et 
la qualite des immunoglobulines seriques humaines ; et que Tabsence de serum 
humain se traduit par une absence de fluorescence. 
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Pour les resultats prdsentes sur les figures 1A, 1B et 1C, le test a 6te 
realise contre trois antigenes, S. aureus ATCC 29 213 au centre de la lame, R. 
conorii ATCC VR-141 a gauche de la lame, et B. henselae ATCC 49882 k droite 
de la lame. 

5 - figure 1 A = sans un serum humain, 

- figure 1 B = avec s6rum humain positif pour R. conorii, 
-figure 1 C = avec serum humain positif pour B. henselae. 
L'omission de serum humain entraine une absence de fluorescence, (figure 
1A), Tintroduction de serum entraine systematiquement une fluorescence contre 
10 S. aureus (figures 1B et 1 C). 
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REVENDICATIONS 



1. Methode de diagnostic serologique in-vitro dans laquelle on detecte la 
presence d'anticorps specifiques d'un agent microbien infectieux dans un 

5 echantillon a tester, caracterisee en ce que Ton controle que ledit echantillon a 
tester contient un serum humain en detectant si des immunoglobulines humaines 
reagissent avec un antigene contenant la proline A d'une bacterie 
Staphylococcus aureus. 

2. Mdthode de diagnostic serologique selon la revendication 1 , caracterise en 
10 ceque: 

- on fait reagir I'echantillon a tester avec un premier antigene (Agi) 
comprenant la proteine A f de preference tout ou partie d'une bacterie 
Staphylococcus aureus comprenant la proteine A, et 

- on detecte la presence d'un produit de reaction antigene-anticorps (Ag^ 
15 Aci) dans lequel I'anticorps (Aci) est une immunoglobuline humaine, en faisant 

reagir ledit produit de reaction (Agi-Aci) avec une substance de detection qui est 
une substance reagissant avec une immunoglobuline humaine et ne reagissant 
pas avec ledit premier antigene (Ag^. 

3. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 1 ou 2, 
20 caracterise en ce que Ton realise les etapes suivantes dans lesquelles : 

a) on depose sur un support solide ledit premier antigene comprenant la 
proteine A (Agi) et au moins un deuxieme antigene (Ag 2 ) qui est caracteristique 
d'un agent infectieux microbien (Ag 2 ), et 

b) on fait reagir les dits premier (Ag^ et second(s) (Ag 2 ) antigenes avec un 
25 echantillon a tester, et 

c) on detecte si une immunoglobuline humaine (Aci) reagit avec ledit 
premier antigene (Ag^ en faisant reagir le produit de la reaction (Agi-Aci) avec un 
anticorps secondaire de detection (Ac 2 ) qui est une immunoglobuline anti- 
immunoglobuline humaine marquee qui ne reagit pas avec la proteine A. 

30 

4. Methode de diagnostic serologique selon I'une des revindications 1 a 3, 
caracterise en ce que ledit premier antigene est une bacterie entiere 
Staphylococcus aureus comprenant la proteine A. 
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5. M6thode de diagnostic serologique selon Tune des revendication 1 a 4, 
caracterise en ce que Ton detecte la presence d'un dit produit de la reaction (Ag!- 
Aci) avec une immunoglobuline anti-immunoglobuline humaine (Ac 2 ) qui est une 
immunoglobuline d'origine animale, de preference, une immunoglobuline de 

5 chevre ou de poussin. 

6. Methode de diagnostic serologique selon Tune des revendication 1 a 5, 
caracterise en ce que Ton detecte la presence d'un produit de la reaction dudit 
premier antigene (Ag^ avec une immunoglobuline humaine (Aci) a I'aide d'une 
substance marquee par un marquage fluorescent, notamment une anti- 

1 0 immunoglobuline humaine marquee par f luoresceine. 

7. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 6, caracterise en 
ce que : 

- on realise une serie de tests a des dilutions de I'echantillon a tester 
croissantes et on met en oeuvre une substance de detection (AC2) qui est une 

15 immunoglobuline conjuguee a une substance fluorescente, et 

- on verifie si Ton detecte par fluorescence un produit de reaction (Agi-Aci- 
AC2) a une dilution de I'echantillon a tester inferieure ou egale a 1/200 6me . 

8. Methode de diagnostic serologique selon Tune des revendication 1 a 7, 
caracterisee en ce que ledit agent microbien infectieux consistant dans ledit 

20 deuxieme antigene est choisi parmi des micro-organismes comprenant une 
bacterie, un virus, un parasite ou un champignon. 

9. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 8, caracterisee 
en ce que ledit deuxieme antigene (Ag 2 ) est une bacterie intracellulaire ou un 
virus. 

25 10. Methode de diagnostic serologique selon. la revendication 8 ou 9, 
caracterisee en ce que ledit deuxieme antigene est choisi parmi les bacteries du 
genre Rickettsia, Coxiella, Bartonella, Tropheryma, Ehrlichia, Chlamydia, 
Mycoplasma, Treponema, Borrelia, et Leptospira . 

11. Methode de diagnostic serologique selon la revendication 10, caracterisee 
30 en ce que ledit deuxieme antigene correspondant a I'agent microbien infectieux 

est une bacterie responsable d'une endocardite. 

12. Methode de diagnostic serologique selon Tune des revendications 9 ou 10, 
caracterisee en ce que ledit deuxieme antigene correspondant audit agent 
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microbien infectieux est un antigene viral choisi parmi les virus H.I.V., C.M.V. ou 
Epstein-Barn 

13. Trousse de diagnostic utile pour la mise en oeuvre d'une methode selon 
Tune des revendications 1 a 12, caracteris6e en ce qu'elle comprend au moins un 

5 controle positif de Introduction d'un serum humain dans I'echantillon a tester 
comprenant un dit premier antigene comprenant la proteine A (Agi) et des reactifs 
permettant de detecter la presence d'un produit de reaction dudit premier 
antigene avec une immunoglobuline humaine (Ac-i). 

14. Trousse de diagnostic selon la revendication 13, caracterisee en ce qu'elle 
10 comprend: 

- un support solide sur lequel on a depose un dit premier antigene 
comprenant la proteine A (AgO et un dit deuxieme antigene correspondant a un 
agent microbien infectieux (Ag 2 ) a detecter, et 

- une substance de detection (Acn) d'un produit de reaction dudit premier 
15 antigene avec une immunoglobuline humaine comprenant une immunoglobuline 

anti-immunoglobuline humaine marquee qui ne reagit pas avec la proteine A, de 
preference, une immunoglobuline anti-immunoglobuline humaine qui est une 
immunoglobuline de chevre ou de poussin marquee avec un marquage 
fluorescent. 
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